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(57) Abstract 

The invention concerns the use in a pharmaceutical composition for the prevention and treatment of papillomavirus-in- 
duced tumours, in particular the HPV-16 virus, of a recombinant poxvirus comprising an heterologous DNA sequence coding at 
least for the essential region of a non-structural papillomavirus protein as well as the regulation elements ensuring its expression 
in the higher cells. More particularly, it concerns the E5, E6, E7 proteins of the HPV-16 virus. 

(57)Abrege 

L'invention concerne l'utilisation, dans une composition pharmaceutique destinee a la prevention et au traitement des tu- 
21 U ™ n ^ U ? te ^ par l6S P a P i,lomavirus > en particulier le virus HPV-16, d'un poxvirus recombinant comportant une sequence 
d ADN heterologue codant au moins pour la region essentielle d'une proteine non structurale d'un papillomavirus ainsi que les 
elements de regulation assurant son expression dans les cellules superieures. Plus particulierement, il s'agit des proteines E5 E6 
bv du virus HPV-16. . ' 
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COWPOSITION PHARMACEUTIQUE, UTILE A TITRE PREVENTIF OU CURATIF CQNTRE LES 
TUMEURS INDUITES PAR LES PAPILLOMAVIRUS 

La prgsente invention concerne de nouvelles 
compositions vaccinales utiles centre les tumeurs 
indultes par les papillomavirus, et plus par tlculiiremen t 
contre les types HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35, 
5 Les papillomavirus reprisentent un groupe de 

virus a ADN. lis possident une coque protSique et un 
gfinome d'ADN circulaire d f environ 7900 paires de bases. 
Un certain nombre de types de papillomavirus,, bovins 
(BPV), humains (HPV) ont StS identifies, et les gSnomes 

10 de certains ont fti coipllcttent s£quenc£s (1). 

Les travaux de recherche foadameatale qui ont <tC 
aen£s sur ces virus oat aiasi conduit 1 distlnguer dans 
leur genome une region prlcoce et une region tardive, par 
analogie avec le gSnome du virus du polyome et du SV40. 

15 La region tardive contient deux cadres de lecture LI et 
L2 qui codent pour les composants majeurs de la capside. 
La region prlcoce contient au aoins les cadres de lecture 
EL, E2 , E4 ; E5 , E6 , E7 et E8 . Les protSlnes codSes par 
ces cadres de lecture possident des fonctions 

20 difffirentes. Trols de ces protSlnes sont impliqu&es dans 
les processus de transformation oncogCnique des cellules 
infectSes. La protSine E5 de BPV-1 qui possSde un 
important pouvolr de transformation et qui peut in vitro 
transformer des cellules de fa?on IndSpendante (2) est 

25 cod£e par la partie 3' de la rCgion prlcoce, Les 

protfiines E6 de BPV-1 et E7 de HPV-16 sont codfies par la 
partie 5 V de la region pricoce et sont impliqufies dans 
l f induction et le maintlen de la transformation oncogene. 
Ces deux protfiines semblent dSriver d'un gSne ancestral 

30 commun par duplications successives d'un peptide de 

33 acides amln£s (3). Le pouvolr transformant de E7 a St6 
d€montr« pour HPV-16 et 18 (4, 5, 6). Parmi les autres 
protfiines prficoces , El et E2 possddeat un rOle dans la 
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replication et/ou l'expression du virus alors qu'il n'a 
pas etS mis en evidence de fonction 3. E4 et E8 . 



5 pathologies allant de L*inf ection benigne de la peau, aux 
verrues et aux tumeurs malignes. Ces virus sont 
hauteraent spScifiques des cissus cibles, notamment les 
epitheliums de l'Spiderrae des voles g^nitales , orales et 
respiratoires (7). Les donnSes epidSmi ologiques suggdrent 

10 forteraent le role de certaines souches d f HPV dans le 

cancer du col de I'uterus et des voies basses (tumeur le 
plus f rSquemraent fatal chez la femme). L f ADN de HPV-16 et 
HPV-L3 est retrouvee dans la plupart des biopsies 
provenant de cellules cancereuses ggnitales, plus 



15 rarement on dStecte HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39 et 
HPV-45. 



probiaoe thSrapeu t iq ue du fait de leur nature perslstante 
20 et rScurrente. De nombreuses approches ont dSj£ etS 
utllisees dans le traitement de ces maladies : la 
chirurgie, la chimiothfirapie, les agents antiviraux et 
1 f immuno thSrapie (8). 

25 En parciculier, la publication europSenne de 

brevet EP-A-0133123 decrit une approche de vaccination 
contre une infection par les papillomavirus qui conslste 
1 preparer par genie genetique des protSines de la 
capside du virus, c'est-i-dire des protfilnes de structure 

30 cor respondant done 1 la rfigion tardive du virus, et k les 
utiliser comme agents immuno gSnes . Dans ce document, les 
moyens decrits visent £ une protection contre une 
infection par les virus eux-tnSmes, et done 3 priori 
contre routes les formes d'infections susceptibles de se 

35 dSvelopper. 



Chez I'hotnme, les HPV sont associSs £ des 



Les pathologies associSes aux virus HPV posent un 
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La prSsente invention vise plus prScisSment 
l'obtention de vaccins actifs, a titre prSventif ou 
curacif concre ies tumeurs malignes resultant d'une 
infection prSStablie par HPV. 

La presente invention repose sur 1 1 o bs e rva t ion 
que la formation des tumeurs induites par les 
papillomavirus est due 3 i' expression des gines precoces 
des v irus • 

L'invention a done pour objet des compositions 
pharmaceu t iques caractSrisfies en ce qu'elles contiennent 
3 titre de principe actif prgventif ou curatif au moins 
un poxvirus recombinant qui comporte une sequence d 1 ADN 
hSterologue codant au moins pour la rSglon essentielle 
d'une protSine prScoce d'un papillomavirus ainsi que les 
elements de regulation assurant son expression dans les 
cellules supgrieures. 

20 Par rSgion essentielle de ladite protSine, on 

entend designer la partie de la sSquence protSique 
capable d'induire une immunity ant i tumora le • 

Les compositions vaccinales selon l'invention 
25 peuvent 3tre utilisfies A des fins varices. Elles peuvent 
etre utilisSes 3 titre prSventif, pour enpScher 
1 'apparition de tumeurs malignes, soit avant toute 
infection par le virus, 9oit encore aprds une infection 
ayant causS des troubles bSnins, par cralnte de voir 
30 d'autres tissus attelnts et se transformer en tissus 
cancSreux. Elles peuvent potent iellement Stre aussl 
utilisSes £ titre curatif, pour faire disparattre une 
tumeur dSjS installSe, ou en complSment ou substitution a 
une ablation. Ces utilisations peuvent concerner 1'homme, 
35 mais aussl 1' animal, en particulier les bovlns pour la 
prevention des infections par le virus BPV. On pourra 
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uciliser , le cas echeant le poxvirus recombinant avec un 
support phartnaceut iqueraent acceptable pour son 
Inoculation 3 I'homme ou a* l f animal. 

5 Etant donnSes les observations qui ont etS 

faites, et rappelSes plus haut sur la frequence 
d'tnfection par KPV de type 16-18-31-3 3-3 5-3 9 et 45 dans 
les cas de cancer du col de l'utSrus, l f invention 
concerne plus part iculiSrement des compositions 

10 vaccinales utiles contre HPV-16, HPV-18, HPV31, HPV33, 
HPV-35, HPV-39 et HPV-45. 

C f est pourquoi l T invention a pour objet une 
composition vaccinale telle que dSfinie prScedemment dans 
15 laqueLLe le poxvirus comprend au moins une sequence d'ADN 
codant pour au moins une protSine non— s t rue t ura le du 
virus HPV de type 16, 18, 31, 33, 35, 39 ou 45 et en 
particulier du virus HPV-16. 

20 Comme rappele p r ScSdemment , la structure des 

virus de la famille des papillomes, en particulier BPV-1 
et HVP, est telle qu'il exlste au moins 7 cadres de 
lectures susceptibles de correspondre a des fonctions 
protSiques bien spScifiques des mScanismes d'action du 

25 virus et du maintien du gSnome viral. C'est pourquoi 11 
peut etre intSressant de prSparer des compositions 
phartnaceut iques qui expriment dans l'organisme humain 
plusleurs protfiines simultanSment . Ceci peut Stre obtenu 
soit avec plusleurs poxvirus exprimant chacun une 

30 protSine donnSe, soit avec un poxvirus contenant 

plusleurs sequences d'ADN hStSrologue correspondant aux 
protSlnes choisies. 

Bien entendu, le poxvirus recombinant comportera 
35 1 , ensemble des SISments necessaires a l r expression des 
protSines dans les cellules supSrieures, c.a.d. genSra- 
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Lenient an promoteur de la transcription du glne et une 
ragion d' initiation de La traduction dans la cellule 
h6te ; de preference Le promoteur sera le promoteur d'un 
gSne du poxvirus utilise. 

5 

Parmi tous les poxvirus envi sageables , on choisit 
de prSfSrence le virus de la vaccine, car ii a d€ja* et€ 
etabli que les antigSnes exprimSs par le virus de la 
vaccine recombinant sont co r rect ement presentSs 3 la 
10 surface des cellules infectSes et permettent l'induction 
d'une reponse immunitaire de type cellulaire. Ces 
c i r cons tances sont done par t iculierement favorables 
puisqu'Ll est connu que 1 ' elimination des cellules 
turaorales implique l'immunitS cellulaire. 

v. 

15 

Lorsque le poxvirus est le virus de la vaccine, 
on utilisera de prfifSrence comme promoteur celui du gSne 
de La protSine 7,5 K du virus de la vaccine. L'ensemble 
proraoteur-sequence codant sera insSrS dans une rSgion non 
20 essentielle du virus ; par exemple, dans le cas du virus 
de la vaccine, le g5ne de la thymidine kinase (TK) ce qui 
permettra une selection aisSe des virus recombinants TK". 

GfinSralement, le virus vivant est inocul€ I 
25 l'homme ou a l f animal. Toutefois, on peut aussi envisager 
d'injecter 3 l'homme ou £ l'animal le virus recombinant 
tuS f prSsentant a sa surface les protSines choisies, ou 
Les prot€ines purifies 3 partir de cultures cellulaires 
Infectees par les virus de la vaccine recombinants. 

30 

Les compositions pha rmaceut iques selon 
I'invention peuvent Stre prSparges selon des procSdSs 
connus dans le domaine des vaccina, et les doses 
applicables pourront varier dans une large gamme. Elles 
35 seront fonctlon notamment de l'Stat du patient et 

d'autres paramdtres qui seront SvaluSs par le praticien. 
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aprls, qui dScrivent d'une part des resultats de 
vaccination sur anitnaux auxquels on a injectS des 
cellules t rans f o r mee s par le virus du papillome bovtn 

5 (BPV-L) et, d'autre part, des resultats de vaccination 
sur animaux auxquels on a inject? des cellules 
t rans Eormees par le virus du papillome humain (HPV— 16). 
On deceit en particulier le clonage et le sequenqage des 
ADN co rres pondant aux cadres de lecture aux protiines E5, 

10 E6, E7 de HPV-16 ainsi que les resultats de vaccination 
obtenus avec des virus recombinants exprimant ces 
prote i ne s • 

La description detaillee de I'invention sera 
15 accompagnee par les figures 1 a 7 qui reprSsentent : 



par 3PV-1 ( FR3T3 BPV-1-6). 

- la figure 3 reprSsente la pSriode de latence du 
deve lop peine nt des tumeurs chez des animaux 
vaccinas avec les virus de la vaccine 
recombinants exprimant les prodults des cadres 



20 



la figure 1 reprSsente le gel SDS-PAGE des 
immunop rSc i pi t £s des produits des cadres de 
lecture El, E2, E5 et E6 de la rSgion precoce 
du gSnome du papillomavirus bovin BPV-1. 



30 



25 



la figure 2 reprSsente la pSriode de latence du 
deve loppement des tumeurs des animaux vaccines 
avec les virus de la vaccine recombinants, 
exprimant les produits des cadres de lecture 
El, E2, E5, E6 ou E7 du papillomavirus bovin 
BPV-1 (VVbEl, VVbE2, VVbES, VVbE6 et VVbE7), ou 
an virus de la vaccine recombinant tSmoin, VV-0 
(n'exprimant pas une protSine de BPV-1) et 
Sprouves avec des cellules FR3T3 transformees 
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de lecture E5 f £6 et Z7 du papillomavirus bovin 
BPV-1 (VVbE5, VVbE6, VVbE7) ou une association 
VVbE5-VVbE6 ou WbE5-VVbE7 ou un virus de la 
vaccine recombinant tSmoin VV-0 (n'expruanc 
pas une protSine de BPV-1) et Sprouves avec des 
cellules FR3T3 transformSes par BPV-1 (FR3T3- 
SPV-1-3). 

la figure 4 reprSsente schSma t iqueraent la 
structure du bacteriophage M13 E7/E6 (HPV-16). 

la figure 5 reprSsente schSmat iquement la 
structure du bacteriophage M13 E5 (HPV-16). ■• 

la figure 6 reprSsente la sequence de l'ADM 
coraplSmentaire du cadre de lecture E5 (HPV-16). 

la figure 7 reprSsente le gel SDS-PAGE des 
ImmunoprScipitSs des produits des cadres de 
lecture E6 et E7 de la rSglon prScoce du gSnome 
du papillomarivus humain HPV-16, 

la figure 3 reprSsente revolution de la taille 
des tumeurs chez des animaux vaccinSs avec le 
virus de la vaccine recombinant exprlmant le 
prodult du cadre de lecture E6 du 
papillomavirus humain HPV-16 (VVhE6) et 
SprouvSs avec des cellules prlmalres de rat 
transformSes par HPV-16 et un oncogene ras. 

la figure 9 reprSsente Involution de la taille 
des tumeurs chez des animaux vaccinSs avec le 
virus de la vaccine recombinant exprlmant le 
prodult du cadre de lecture E7 du 
papillomavirus humain HPV-16 (VVhE7) et 
SprouvSs avec des cellules prlmalres de rat 
transformSes par HPV-16 et un oncogene ras. 
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Exemple I : Inhibition du develbppement des tumeurs 
induices par le virus du papillome bovin 
(BPV-L) par vaccination par des virus de la 
vaccine recombinants expritnant les procaines 
prScoces de BPV-1. 

a ) Construction des virus de la vaccine exprimant les 
protglnes prgcoces de BPV-1 



10 Le plasraide pM69 (9) contient la rSgion precoce 

du genome de BPV-1 inserS en tant que fragment Hindlll- 
3amHI dans les sites Hindlll et BamHI du plasmide pML2 
(9), Des sous-fragments contenant les cadres de lecture 
El, E2, E5, E6 et E7 sont excises par digestion avec des 

^enzymes de restriction (voir tableau I) et introduits 
dans les bacteriophages M13TG130 ou M13TG131 (10) puis 
soumis 1 une mutag€ndse localisge dirig€e par oligonucleo- 
tide avant d'etre transfSrSs dans le plasmide pTG186 poly 
(11). Ces Stapes sont recapiculSes dans le tableau I. 



Legende du tableau I : 

✓ 

[a] : les nucleotides soulignSs pr€cisent les bases non 
25 aparlSes a la sequence parentale de BPV-1 

[b] : le codon d'inttlation de la traduction et le site 

de restriction utilises dans le clonage sont 
soulign€s* 

[c] : il n*a pas Ste possible d'Introduire le fragment 

3° Eco RI " Bam HI du plasmide pM69 contenant le cadre de 

lecture E5 dans le bacteriophage M13TG131 dans 
1 1 o rientat ion dSsirSe : les clones sont obtenus dans 
1 1 orientation inversfie dans laquelle deux fragments 
de plasmides indSpendants sont clones ; la 

^ mutag£ndse par oligonucleotide correspond done & 

l'autre brin de I'ADN. 
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[k] : extrSmitg produite par digestion par une enzyme de 
rescrlction pais craiteraent avec.le fragmenc Klenow 
de I'ADN polymerase I de E. coil avanc le clonage ; 

na : non appliquable. 



Tableau I 



10 



15 



BPV-1 
cadre de 
lecture 
f ragment 



Clonage et mutagSnSse des sous-fragments du 
gSnome de BPV-1 pour leur transfert dans les 
virus de la vaccine* 



• vecteur 

* site 



Mutagendse 
sSquence (5 f -3 f ) 
des oligonucleo- 
tides utilises [a] 
sequences au site 
d'initiation de la 
traduction [b] 



Clonage 

• fragment 

• vecteur 

• site 



£1 M13TG130 
20 NruI " AvrI1 BamHl[k]-XbaI 



na 



( TCGCGAGCGTCATGG ) 



BamH I -SstI 
pTG186poiy 
BamHI-SstI 



E2 



M13TG131 



EcoR I-5peI EcoR I -Xbal 



25 



GAGGAGGATCCTGAAGAGGA 



( GGATCCTG AAG AGG ATGG ) 



BamH I 

pTG186poly 
BamHI 



30 



E5 M13TG131 AGATTTGCCATAGTCGACCAGTCA[c] Sall-BamH I 

EcoR L -BamH I EcoR I - BamH I pTG186poly 

( GTCG ACT ATGG ) Sall-BamHI 



35 



E6 M13TG130 

Hpal-Stnal Smal 

E7 M13TG130 

Hpal-Stnal Smal 



C AG ACCCCGGATCCAACATGGACCT BamH I-Xaal 1 1 f k ] 

pTG186poly 

(GGATCCAACATGG) BamH I -Smal 

TGCTACGAC TCGAG CAAACATGGTTCA Xhol- EcoRI 

pTG186poly , 
( CTCGAGC AAAC ATGG ) Sall-EcoRI 



FEUILLE DE REPLACEMENT 



WO 90/10459 



10 



PCT/FR90/00151 



La mutagen£se localisee dirige'e par 
o Li gonuc Leo c tde permet d f introduire une sequence 
consensus de l' initiation de La traduction au niveau du 
codon d'initiation de raaniSre S assurer l'expression 
5 correcte apr3s transfert dans Le virus de La vaccine. 

Dans chaque cas, i 1 o Ligonuc L§o t ide de synthase introduit 
un site de restriction unique juste avant La sequence 
determinant ie debut de La traduction. 

1 q Dans Le cas du cadre de Lecture de EL, ii n'est 

pas aecessaire de faire de mutagenese localisee du fait 
de La presence d'un site de restriction dans Le genome de 
BPV-1 (site Nrul en position -LL par rapport 3. L f ATG 
initiateur et d'une sequence quasi consensus de La region 

15 d f initiation de La traduction (GCGTCATGG) : Le nucleotide 
G en position -3 est presque aussi efficace que A dans 
l r initiation de La traduction, 

Des cellules primaires d'embryon de poulet sont 
20 cuLtivees & 37°C dans un milieu MEM (Gibco) supplement e 
avec 10 % de serum de veau foetal. Elles sont 
s imu L z anemen t soumises 3 une infection par un virus de La 
vaccine the rmose ns ib le et 3 une transfection par les 
vecteurs d'expression/t ransf ert portant les segments 
25 insures de BPV-1 et par 1 1 ADN du virus de la vaccine type 
sauvage. AprSs selection, on lsole selon les techniques 
courantes, des recombinants de la vaccine dans lesquels 
L'expression de La sequence InsSrSe est sous Le controle 
du promoteur 7.5 K du virus de la vaccine. 

30 

Les virus de la vaccine recombinants (VV) 
exprimant les protSines prScoces de BPV-L El, E2 t E5, E6 
et E7 sont appelSs respect ivement VVbEl, VVbE2, VVbE5, 
VVbE6 et VVbE7. 
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b) Expression de El, E2, E5, E6 et E7 dans les cellules 
lnfectges par les virus recombinants 

Des cellules BHK-21 sur milieu de Eagle modifie 
5 par Dulbecco MEM.BME (GtBCO) supplements avec 10 % de 

serum de veau foetal (GIBCO) sont infectSes avec l'un des 

six virus recombinants avec une multiplicity 

d T approximat i vement 20 unitSs formant plaque (ufp) par 

cellule, 

10 

Apres une heure a 37°C, du milieu frais est 
ajoute et les cellules sont incubees pendant deux heures . 
Le milieu est retire, les cellules lavees une fois. Du 
Tiilieu MEM.BME sans methionine et/ou cystSine et 

15 supplements avec 5 % de serum de veau foetal dialyse est 
alors ajoute". Le marquage est effectuS avec 0.5-1 mCi/ml 
de L-ra€ thionine-35S et/ou L-cy s tSi ne-3 5S (Amersham) 
pendant 3 heures 3 37°C. Les cellules ainsi marquSes sont 
rincees deux fois avec 20 mM Tris. HC1 pH 7,2 ; 150 mM 

20 NaCl (tampon TS) contenant de l f aprotinine (1 Ul/ml ; 

Biosys, France), collectSes par grattage et rincSes par 2 
cen t r i f uga t ions dans du tampon STE (20 mM Tris. HC1 pH 
7,2 ; 150 mM NaCl ; 1 mM Na 2 EDTA ; 1 % aprot inine ) . Les 
cellules sont lysSes dans du tampon RIPA [50 mM Tris, HC1 

25 pH 7,4 ; 150 mM NaCl ; 1 mM NA 2 E0TA ; 1 Z Triton X-100 ; 
L % NaDeoxycholate ; 0,1 Z SDS] ou fractionnSes pour 
dSterminer la localisation subcellulaire des proteines de 
SPV-l . 

30 L • immunoprScipitation et le SDS-PAGE sont 

effectuSs suivant la procedure dScrite par Davis (12). 
Des antlsera polyclonaux de lapins, dressSs contre les 
proteines de fusion bactSriennes cor res pondant aux cadres 
de lecture El, E2, E5, E6 et E7 sont obtenus par la 

35 mfithode classique connue de 1'homme du mfitier, voir par 
exemple les rfifSrences (13) et (14) # 
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Les cellules infectSes avec VVbEl produisent une 



protSine nucleaire de 69kD qui est specif iqueraent 
reconnue par 1'antisSrum anti-El (fig. 1, bande 1, la 
bande 2 correspond £ une immunprScipitation avec un sSrum 

5 aon immun). Les cellules infectSes par VVbE2 contiennent 
un niveau SlevS d'un polypeptide de 48 kD prSsentant une 
rSactivitS croisSe avec E2 et correspondant Si la protSine 
de transact ivation majeure codSe par le cadre de lecture 
E2 de BPV-1 (fig. I, bande 3 et contr61e, bande 4). Ce 

10 polypeptide est dStectS dans toutes les sous-fractions 

cellulaires examinees, conf ormSment 3 ce qui a StS dScrit 
pour la protSine E2 de cellules t rans f ormSe s par BPV-1 
(15). VVbE6 code pour une protSine de 15,5 kD 
s pSci f iqueraent prScipitSe par le sSrum anti E6 (fig. 1, 

15 bande 6 et contrSle bande 7) et localisSe £ plus de 
50 % dans la fraction cy top lasraiq ue comme pour la 
protSine E6 des cellules transformSes par BPV-1 (16). Les 
cellules infectSes par VVbE5 produisent un polypeptide de 
7,5 kD assoclS aux membranes cellulaires (fig* l f bande 7 

2o et contrSle, bande 8), localisation caractSris t ique de la 
protSine E5 de BPV-1 (17). Les expSriences 
d ' immunoprScipitat ion avec l f antisSrum anti-E7 ne 
prSsentent pas de rSactivitS croisSe. NSanmoins, 
L'analyse des vecteurs d'expresslon rSvSie la prSsence du 

25 cadre de lecture de E7 dans une orientation correcte et 

nous supposons que E7 est ef f ect ivement produite raais que 
pour une raison Inconnue elle n f est pas prScipitSe par 
I'antisSrum disponible. 

30 c ) Vaccination contre les cellules tumorales induites par 



Oes groupes de rats femelles (Fischer) IgSes de 
4 semaines sont InoculSes par voie intradermale ou 
35 intrapSritonale avec les diffSrents virus recombinants 



BPV-1 
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(3 ucie dose de 10 s ufp dans LOO u 1 ) • lis subissent une 
injection de rappel avec la merae dose apris 12 jours ec 
sont soumis 3 une inoculation d'Spreuve, entre le L6e ec 
le I7e jour avec des cellules 3T3 de lignSes syngeniques 
5 de rats Fischer (FR3T3) transformSes par BPV-1 selon le 
protocole dScrit dans les rSfSrences (9, 18) et appelSes 
FR3T3-BPV-1-6. Pour ceci, 2x10** cellules sont injectSes 
par voie sous-cutan$e dans un volume de 200 ul de milieu 
MEM • BME sans serum. 

10 

Les rSsultats sont reprSsentSs sur la figure 2 : 



- tous les animaux contrSISs, vaccinas avec VV-0 
developpent des tumeurs apr$s une pSriode de 
15 latence de 43 jours en moyenne. 



- les animaux vaccinas avec VVbEl ou VVbE2 ne 
prSsentent pas de modification dans le 

de velopperaent des tumeurs. 

20 

- les animaux vaccinSs avec VVbES, VVbE6 et VVbE7 
prSsentent un retard significatif de l T apparition 
des tumeurs. De plus dans quelques cas, il n'y a 
pas de dS velopperaent de tumeurs (> 250 jours 

25 aprds i'Spreuve), points reprSsentSs dans le 

cadre en haut de la figure. 



Ces experiences sont r6p£t£es en effectuant 

1 * inoculation d'€preuve avec des cellules de la lign£e 
3Q FR3T3 transformSes par BPV-1 selon le protocole dScrit 

dans les rSfSrences (9, 18) et appelSes FR3T3-BPV-1-3 . 
VVbEl et VVbE2 Stant sans effet, seuls VVbES, E6 et E7 
sont testSs et deux groupes de rats sont inoculSs avec 

2 virus recombinants simultanSment t soit VVbE5 et VVbE7 
35 soit VVbES et VVbE6 afin de mettre en Evidence un 

Sventuel effet cumulatlf de ces antig&nes. La figure 3 
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20 



25 



30 



confirrae I'effet benefique d'une vaccination par VVbE5 et 
VVbE7 (les points dans le cadre da haut de La figure 
correspond aux animaux qui ne developpent pas de 
tumeur) alors que VVbE6 reste sans effet notable dans 
cette situation. De plus il n'apparalt pas d'effet 
cumulatif niarquS lors de 1 1 associat ion VVbE5, VVbE7. 

Exemple 2 : Clonage du genome du virus HPV-16. 



contiennent le genome du virus HPV-16 integre dans un 
chromosome. A partir de 10 fioles de 75 cm 3 de cellules 
CaSki semi-confluences, I'ADN genomique total est purifiS 
de la faqon suivante : les cellules sont rScuperSes par 
grattage, centrlfugees et lavSes puis reprises dans 15 ml 
de tampon TE [iris 10 mM pH 7,5 ; EDTA 1 m*i] + 0,5 % SOS . 
Apr&s traitement a la proteinase K (7,5 mg/15 ml) a 37°C 
pendant 16 heures, 1 1 ADN est stockS' £ 4°C. De cette 
faqon, I ml de solution contenant 0,6 mg d f ADN est 
obtenu. 

70 ug de cet ADN sont soumis S une digestion 
partielle par I'enzyme Mbol (10 min. ; 40 unitSs) puis 
dSposSs sur un gradient linSaire (20 % - 40 Z) de 
sucrose. AprSs ce nt r i f uga t ion (rotor SW28, L6 heures a 
25.000 t f 20°C), des fractions de 500 ul sont collectees. 
Les fractions contenant de l f ADN de taille comprise entre 
10 et 20 kb (fraction 23-26) sont rSunies, dialysSes 
contre du tampon . TE , puis prScipitSes a l f Sthanol. De 
cette faQon, 5 ug d'ADN sont obtenus. 



L'ADN dficrit prScSdemment , 1 * ADN du bacteriophage lambda 
EttBL 301 (19) est diggrS par l f enzyme de restriction 
BamHI. Apr§s extraction au phSnol-chlorof orme et 
precipitation 2 1'Sthanol, 1 1 ADN est resuspendu dans du 
tampon TE • 



Les cellules de la lignee CaSki (ATCC 1550) 



Afin de disposer d f un vecteur de clonage pour 
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L'ADN genomique des cellules CaSkt et I'ADN du 



bacteriophage lambda sont ensuice ligues selon un 
prococole classtque (1 ug de vecceur, 2 \ig d'ADN 
genomique). AprSs empaq ue t age de I'ADN grace £ une 
crousse commercialisee par Amersham, an total de 
0,75 x LO 6 clones indSpendants est obtenu. Ces 
bacteriophages sont Stales avec des bactSries E» coll 
^358 sur 13 bottes de 14 cm de diamStre et sue milieu LBM 
afin d'etre cribles avec des oligonucleotides 
synthetiques deduits de la sequence du virus HVP-16 
[ (EMBL) PA16 ] . 



recombinants est effectuS de fa;on classique pour I'homme 

15 de metier. Les oligonucleotides 1817 (sequence 5 f 

C ATG C ATGGAGAT ACACCT AC ATTG 3* ; cadre de lecture E7* et 
1818 (sequence 5' GTGGATAACAGCAGCCTCTGCGTTT 3'; cadre de 
lecture E5) marquSs radioact 1 vemen t au 32 P» sont mSlanges 
et hybridSs a 1 * AON phagique (transfers sur des filtres 

20 de nitrocellulose) pendant 16 heures H 55°C dans un 

tampon SSC concentrS 6 fois. Les filtres sont ensulte 
laves dans les mSmes conditions de strlngence, 10 signaux 
positifs (1-10) ont StS obtenus* La zone des boltes de 
pet rl cor res pondant a ces signaux est reprise dans 1 ml 

25 de tampon LBM. Ces suspensions sont r€6tal$es sur des 

bottes de petri 0 10 cm (2-10 ^1 de suspension par botte) 
en double et un crlblage secondalre est effectuS avec les 
oligonucleotides 1817 et 1818 sSparSment. Les signaux 
c o r res pondant aux phages obtenus £ partir des premiers 

30 isolements 4 et 5 etant les plus intenses, ces deux 
clones sont choisis pour la suite des experiences. 

Des minicultures de bactSries E. coli Q358 
inf ectees avec le bacteriophage, IsolS & partir des 
35 sous-clones 4-1, 4-2, 5-1 et 5-2 sont rSallsfies. L'ADN de 



Le crlblage de 1 f ADN des bac t S r iophages 
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ces clones est purifiS et soumis a digestion par l'enzyme 
de restriction PstI af in d f analyser les recombinants 
select ionnes . 

AprSs migration sur un gel d'agarose 1 %, les AON 
ci-dessus sont transfSres sur une membrane de 
nitrocellulose selon la techniqe de Southern. Ces 
membranes sont ensuite incubSes avec les deux 
oligonucleotides 1817 et 1318 marquSs au 32 P par action 
de la polynucleotide kinase comme p r ScSdemme nt . AprSs 
hybridation et lavage de la membrane, cette derniSre est 
soumise 1 autoradiographies Deux bandes cor respondant £ 
des ADN de tallies 1063 et 1772 pb respect ivement sont 
revSlSes ainsi, indiquant que les clones 4-1, 4-2, 5-1 et 
J5 5-2 possddent le gSnome du virus HPV-16. 

Exemple 3 : SSquen^age des ADN co r res pondant 1 E6, E7 
et E5 

20 bac t Sr iophage 5-1 est choisi pour les 

experiences ultSrieures. Afin de disposer de quantities 
importantes de l'ADN de ce clone une preparation d'ADN I 
partir de 500 ml de bactSrie E. coli Q358 infectSes est 
r€alis€e selon un protocole classique. 800 ug d 1 ADN sont 

25 ainsi obtenus, AprSs digestion par l'enzyme PstI, 1 1 AD N 
est soumis 3 1 1 Sleet rophorSse sur gel d'agarose 1 % 
contenant du bromure d'ethidium et visualisS sur une 
lampe UV. Les bandes de gel correspondant aux tallies 
1063 et 1772 pbs sont decoupees et l'ADN est extralt en 

30 utilisant une trousse "Geneclean" (BiolOl Inc). Get ADN 
est ensuite ligu£ dans un bacteriophage M13TG130 ouvert 
au site PstI et transforms dans des bactSries compStentes 
E. coli NM522. 



( 
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L'ADN des bactSriophages M13 recombinant est 
purifiS 1 partlr de tninlcultures (1,5 ml) et analysS 
digestion avec des enzymes de restriction. Un clone 
contenant La bande HPV-16 1063 pb (M13 E5) et un clo 
5 contenant la bande HPV-16 1772 pb (M13 E7/E6) sont 
select ionnSs . 



Afin de limiter le travail de sSquen<;age et comae 
les ADN recherchSs sont ceux co r re s ponda n t aux cadres de 
10 lecture E5, E6 et E7, seules les rSgions des fragments de 
restriction PstI cor res pondant aux protSines E6 et E7 
(ML3 E7/E6) et E5 (M13 E5) sont sSquencSes, grlce 2 des 
o ligonuclSot ides synthStiques de sequence 

15 5' ATCT AAC AT AT ATTC 3* et 5 f GTTGTTCC ATAC AAA 3' pour M13 E7/E6 

e t 

5' G TCTGCCTATT AATAC 3' pour M13 E5. 

La figure 4 presence la structure du bac tSr iophage M13 
20 E7/E6 et la figure 5 celle du bactSr iophage M13 E5. La 

sequence obtenue pour E7 rSvSle une homologie totale avec 
la sSquence contenue dans les banques de donnSes PPH16. 
Pour E6 on observe deux mutations : G £ la place de A en 
position +46 et G £ la place de T en position +264 par 
25 rapport a l'ATG initiateur de E6. Pour E5, on obtient la 
sSquence reprSsentSe a la figure 6, qui diffSre par 
quelques bases de la sSquence contenue dans la banque de 
donnSes • 

30 Exemple 4 : Clonage des fragments d 1 ADN portant E6, E7 et 

ES dans le vecteur de transfert. 

Avant d'intSgrer lea ADN codant pour ces 3 cadres 
de lecture dans des virus de la vaccine recombinants, il 
35 est nScessalre de les modifier afin de disposer de sites 
de restriction uniques en amont et en aval des gSnes et 
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d'aiafiLiorer les sequences autour de 1 f ATG itiitlateur afin 
d 'obtenir une bonne traduction et an niveau SlevS de 
protSine synthfitisSe, 



5 a ) Cadre de lecture E6 



Un site de restriction Sail et un site SphI sont 
cr££s r e s pec t i verae n t en amont et en aval de la sSquence 
codant pour E6 grace 2 deux oligonucleotides 
10 synchSt iques , en eraployant une technique de mutagSnSse 
iocalis£e dirlgSe par oligonucleotide (trousse 
•Vraersham). Ces deux mutations ponctuelles sont rSalisSes 
s imu I tanSraent en utillsant les oligonucleotides 
s u i van t s : 

15 

5* GTTAGT ATAAAAGTCG ACCCACCATGC ACCAAAAGAG 3 f 
5 f C ATGC ATGC AGAT AC ACC 3* 



20 Un nucleotide A en position -3 par rapport £ 

L'ATG est introduit £ la place d'un nucleotide T en merae 
temps que le site Sal I. 

Les bacteriophages obtenus sont analyses par 
25 digestion avec des enzymes de restriction et par 
sSquenqage. Un clone est retenu pour la suite 
dSsign6 M13TG1181. Le fragment de restriction Sall-SphI 
est en9uite clone dans le vecteur pTG186 poly (11) ouvert 
aux sites Sail et Sphl (pTG2198). Ce vecteur permet le 
3q transfert de l'ADN dans le genome du virus de la 
vaccine* 

b ) Cadre de lecture E7 

35 Un site de restriction PstI et un nucleotide A en 

position -3 sont introdults en amont de la sequence 
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codanc pour la protSine E7 par mutagSnSse localisee 
grace I 1 ' o ligonucleo t ide suivant : 

5 1 GT AG AG AAACCCTGC AGCC ACC ATG CATGG AG 3 ' 

5 

Plusleurs clones one St6 obtenus. L'un d'entre 
eux qui contient an fragment de restriction PstI de 350 
pb, est sSquencS dans la zone co r respondan t & la 
mutation. La sequence correspond bien 3 la mutation 
10 attendue (M13TGLL82). Le fragment de restriction PstI est 
ensuite insSrS dans le plasmide pTG186 poly ouvert au 
sice PstI (pTG2L99), 

c ) Cadre de lecture E5 

15 

Un site de restriction PstI est introduit en 
anient de 1 ' ATG initiateur du cadre de lecture E5 
(position 3851 dans PPH16) par rautagSnSse localisSe grtce 
3 i 1 o L i gonuc l£o t ide suivant : 

20 

5' GTCT ACTGG ATTT ACTGC AGTATG ACAAATCTTGAT 3 f 

Un site de restriction EcoRI e9t introduit en aval 
du codon stop grdce a 1 1 o ligonuclfiot ide suivant : 

25 

5 f GTATATGT ACAT AATG AATTCTTACATATAATTGTTG 3' 

Ces deux mutations sont introduites 
s imu 1 t an£rae n t (trousse Amersham) • Le clone retenu pour 
30 la suite est dSsignS par M13TG 3151* Le fragment de 
restriction Pstl-EcoRI est ensuite insfirS dans le 
plasmide pTG186 poly ouvert aux sites PstI et EcoRI 
(pTG3180) . 



FEU5LLE DE REM PLACEMENT 



♦ 

WO 90/10459 PCT/FR90/00151 



20 



Exemple 5 : Construction des virus de la vaccine recombinants, 

Les plastnides pTG2I98 , 2199 et 3180 sont 
utilises pour transferer les cadres de lecture E6 , E7 et 
5 E5 dans un virus de la vaccine (souche Copenhagen) comrae 
decrlt precSderament . Les virus recombinants oQ les 
sequences codantes sont sous le contrSle de promoteur 
7,5 K de la vaccine sont appelSs VVhE6, VVHE7 et VVhES. 

10 Des cellules BHK-21 sur milieu MEM.BME supplements 

avec 10 % de serum de veau foetal sont infectSes avec 
run des trois virus recombinants avec une multiplicity 
d * approximat ivement 20 ufp par cellule, 

15 AprSs incubation suivant le protocole decrit 

p recedemment , les cellules sont rScupSrSes, lysees" et 
fractionnSes afin de determiner la localisation 
subcellulaire des protSines de HPV-16. 

et E7 est vSrifiSe par 
(marquees & la 

Les anticorps polyclonaux dresses contre les 
2^ protSines de fusion bactSriennes cor respondant aux cadres 
de lecture de E6 et E7 sont obtenus par la methode 
classique connue de l'homme du mStier et dScrite dans les 
rSfSrences (20) et (21). 

3Q Les cellules infectSes par WhE6 produlsent une 

protSine cy toplasraique de 18 kD qui est specif iquement 
reconnue par I'antisfirum anti-E6 (fig. 7 t bande 1, la 
bande 2 correspond & une immunoprSc i p i tat ion avec un 
sSrum non immun). Les cellules InfectSes par VVhE7 

35 produisent aussl une protSine cy top lasmique de 19-20 kDa 
spScif iquement reconnue par l'antisSrum anti-E7 (fig. 7, 



L'expression des gSnes E6 
iraraunoprScipitat ion des protSines 
cystSine d 3 S ) syn thS t isfies . 
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bande 3, L a bande 4 correspond a une immuno p r e c i p i c a t i o n 
ivec un serum non immun) . 

Pour E5, aucun antiserum n'Stant disponible, 
I ' integration du bLoc d'expression de E5 dans le virus de 
la vaccine est vSrifiSe par analyse de l'ADN selon la 
technique de Southern. 



10 



15 



Exemple 6 : Effet de la vaccination par VVhE6 et VVhE7 
sur le deve ioppement des tumeurs induites 
par HPV-L6. 

Oes groupes de rats femelles (Fisher) agges de 
4 semaiaes sont vaccinas par injection intradermal de 
5.L0 7 ufp (dans 100 ^1) des diffgrents virus 
recombinants. lis sont soumis a une injection de rappel 
avec la m§me dose aprds 12 jours. 

Entre le 16e et le 17e jour, ils sont SprouvSs 
20 avec une lignSe obtenue par co- t rans f ec t ion dans des 
cellules primaires de rat : (lign^e RE01). 

1) d'un plasraide coraportant le gSnome de HPV-16 sous 
contrSle du LTR de retrovirus de Moloney (22) ; 

2) d'un plasmide codant pour un g§ne de resistance a G418 
25 eC pour EJ-RA.S, qui ne transforme que des cellules 

de lignSes Stabiles ou exprimant un gdne 
immorta lisant . 

2 x lO* cellules sont injectges dans un volume de 
30 200 nl de tampon MEM.BME sans sfirum par vole sous- 
cutanee. 

D f apr8s les figures 8 et 9, on fait les cons ta tations 
suivantes : 

35 
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les animaux tSmoins, aon vaccinas, dSveloppent 
des tumeurs dStectables 10 jours aprSs 
I ' tnoculat ton des cellules craasCormees (voir 
ligties ciretSes) • 

les animaax vaccines avec VVhE6 ne dSveloppent 
pas de tumeur dans 2 cas sur 7 (> 100 jours). 
Lorsque des tumeurs apparaissent , dans 3 cas leur 
dSveloppement est ralenti de faqon trSs 
significative et pour 2 animaux l*apparition des 
tumeurs est retardSe (24 et 34 jours au lieu de 
10 jours), Snfin, dans deux cas, le dSveloppement 
des tumeurs est identique a* celui prSsente par 
les animaux du lot temoin. 

les animaux vaccinSs avec VVhE7 ne dSveloppent 
pas de tumeur dans 3 cas sur 7 (> 100 jours). 
Dans les 4 autres cas, les tumeurs apparaissent 
de"s le lOe jour, raais leur dSveloppement est 
s ignif icat ivement retard^, 



\fin de tester les effets protecteurs de ces 
vaccinations, les animaux qui dans les deux lots n'ont 
pas dSveloppS de tumeurs sont repris et SprouvSs 80 jours 
aprSs la premiere Spreuve d 1 inoculation avec 10 fois la 
dose initiale, c 1 e s t-i -d i r e 2 xiO 5 cellules, Dans de 
telles conditions d' inoculation, des animaux tSmoins 
dSveloppent des tumeurs aprSs 4 jours. 

30 - les animaux qui avaient StS vaccinSs par VVHE6 

dSveloppent des tumeurs de fa$on identique aux 
animaux tSraoins. 

- par contre, les animaux prSalablement vaccinSs 
35 avec VVhE7 mSme dans ces conditions ne 

dSveloppent pas de tumeurs (> 100 jours). 
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Ces resultats ainsi que les precedents mettent en avant le role important que jouent les 
antigenes E7 dans la protection contre le developpement des tumeurs induites par HPV-16. 

Afin de verifier les resultats ci-dessus deux autres series d 'experiences sont realisees 
avec d* autres lignees cellulaires. Des groupes de rats femelles agees de 4 semaines sont 
vaccinees par injection intradermale des virus recombinants comme decrit precedemment. Les 
rats vaccines par les virus recombinants sont eprouves avec 2.10 4 ou 10 5 cellules primaires 
(lignee RE31) de rat preparees selon le protocole decrit precedemment. Le nombre d'animaux 
ayant rejete les tumeurs ou chez lesquels on observe un retard dans 1' apparition de celles-ci 
1 0 est donne dans la premiere partie du tableau II (Premiere epreuve). Dans ce tableau WO 
correspond a un virus de la vaccine recombinant temoin n'exprimant pas une proteine de 
HPV). Puis, des rats ayant rejete une premiere fois les tumeurs sont a nouveau eprouves mais 
en utilisant une concentration superieure de cellules primaires (2.10 5 au lieu de 2.10 4 ou 10 5 ). 
Le resultats obtenus sont presentes dans la seconde partie du tableau II (Deuxieme epreuve). 

15 

TABLEAU H 



Virus Rejet Retard dans 1' apparition Total 

20 recombinant de la tumeur 



25 



30 



35 



Premfere epreuve par injection de 2xl0 4 cellules de la ligneee RE31 par rat 

WhE6 ' 3/18 5/18 8/18 

WhE7 3/17 5/17 9/17 

WO 0/17 0/17 0/17 

Premfere Epreuve par injection de 10 5 cellules de la lignee RE31 par rat 

WhE6 7/20 1/20 8/20 

WhE7 5/20 0/20 5/20 

W0 1/20 0/20 1/20 

Deuxifeme epreuve par injection de 2x10 s cellules de la lign6e RE31 par rat 

WhE6 2/4 0/4 2/4 

WhE7 3/4 1/4 4/4 

W0 0/5 0/5 0/5 
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Dans une autre serie d'experiences, les iignees de cellules primaires de rats, servant 
a eprouver les rats vaccines, sont co-transfectees par : 

1) un plasmide comportant le genome de HPV-16 sous le controle de son propre 
promoteur, 

2) un plasmide codant pour un gene de resistance a G418 et pour EJ-RAS, qui ne 
transforme que des cellules de Iignees etablies ou exprimant un gene immortalisant. 

On obtient ainsi la lignee RE604. Le tableau HI presente les resultats obtenus dans ces 
conditions experimentaies. 

TABLEAU HI 



Epreuve par injection de 2x10* cellules de la lignee RE604 par rat 


Virus 


Rejet 


Retard dans 1' apparition 


Total 


recombinant 




de la tumeur 




WhE6 


0/30 


6/30 


6/30 


WhE7 


7/40 


10/40 


17/40 


WhE6/WhE7 


0/10 


2/10 


2/10 


WO 


0/30 


0/30 


0/30 



25 Les resultats de ces experiences mettent en avant le role important que jouent les antigenes 
E7 et E6 dans la protection contre le developpement des tumeurs induites par HPV-16 



Dans toutes les Iignees cellulaires, Texpression de la ptoteine E7 est verifiee par 
immunopr&ipitation. L'action protectrice exercee par Tantigdne E7 n'est done pas dependante 
de la lignee consider^ 

Les souches suivantes ont ete deposees le 24 fevrier 1989 a la collection 
Nationale de Cultures de Microorganismes de Tlnstitut Pasteur (Paris) : 

- E. coli pTG2198 sous le n° 1-837. 

- E. coli pTG2199 sous le n° 1-838. 

- E. coli pTG3180 sous le n° 1-839. 
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10 



35 



REVENDICAT IONS 

Composition pharroaceut ique caractSrisSe en ce qu'eile 
contient a titre de principe actif prSventif ou 
curatif, au raoins un poxvirus recombinant qui 
comporte une sequence d 1 AD N hSterologue codant au 
raoins pour la rSgion essentielle d f une protSine ' 
non structurale d'un papillomavirus, alnsi que les 
elements de regulation assurant son expression dans 
les cellules superieures. 



2. Composition selon la revendicat ion l t caractSrisSe en 
ce que les SlSments de regulation assurant 
l'expression de la sSquence d'ADN hStSrologue 

15 coraportent un promoteur de la transcription du gSne 

et une rSgion d 1 initiation de la traduction dans les 
cellules hdtes. 

3. Composition selon la re vendicat ion 2, caractSrisSe en 
20 ce que la position -3 de la rSgion d f initiation de la 

traduction comporte un A ou un G. 

4. Composition selon i'une des re vendicat ions 13 3 
caractSrisSe en ce que le poxvirus est vivant ou 

25 tug. 

5. Composition selon l'une des revendicat ions 13 3 
caractSrisee en ce que ladite sSquence d 1 AON code 
pour I'une au moins des protSlnes prScoces du virus 

30 HPV-16. 

6. Composition selon l'une des revendicat ions 13 5 
caractSrisee en ce que lesdites protSines prScoces 
sont choisies parmi El, E2, E4, E5, E6 et E7. 



Composition selon la revendicat ion 6 caractSrisSe en 
ce que lesdites protSlnes prScoces sont choisies 
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parol E6 t E7 et E5. 



3. Composition selort la revendicacion 7 caractSrisSe en 
ce que ladite protSine prScoce est La protSine E7 . 

5 

9. Composition selon la revendi cat ion 7 caractSrisSe en 
ce que ladite protSine prScoce est la protSine E5 
dont la sequence codante est representee a la figure 6. 

10 10. Composition selon l'une des r evendicat ions 

prScSdentes caractSrisSe en ce que les sSquences 
d'ADN codant pour les protSines prScoces d'un 
papillomavirus sont sous le contr51e d'un promoteur 
d'un gSne du poxvirus utilisS. 

15 

LL. Composition selon la revendicat ion 10 caractSrisSe en 
ce que le poxvirus est le virus de la vaccine. 

12. Composition selon la revendicat ion 10 caractSrisSe en 
20 ce que le promoteur est le promoteur du gSne de la 

protSine 7,5 K du virus de la vaccine. 

Composition selon l'une des re vendica t ions 1 a 12 
caractSrisSe en ce que les sSquences d'ADN codant 
pour les protSines prScoces d'un papillomavirus sont 
clonSes a 1'intSrieur d'un rSgion non essentielle du 
virus utllisS. 

Composition selon la revendicat ion 13 caractSrisSe en 
ce que la rSgion non essentielle est le g5ne TK. 

Composition selon l'une des revendicat ions 1 I 14 
caractSrisSe en ce que elle comporte un support 
pharmaceut iquement acceptable permettant son 
administration par injection a l'homme ou a 
1 v animal . 



13. 

25 



30 



14. 



15. 
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FIG. 2 
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